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RESUMO 
Sugere-se que a exposição crônica ao cloreto de mercúrio (HgCl2) causa disfunção 
endotelial devido ao aumento de espécies reativas de oxigênio, de vasoconstritores 
e redução de óxido nítrico (NO), sendo assim, pessoas expostas apresentam maior 
risco de desenvolver doenças cardiovasculares. O NO induz vasodilatação por 
diferentes vias, e pouco se sabe sobre a participação dos canais para potássio e da 
Na+K+-ATPase nesta condição de toxicidade pelo mercúrio. Assim, o objetivo desse 
trabalho foi avaliar os efeitos crônicos do HgCl2 com doses elevadas na resposta 
vasodilatadora dependente da ativação de alguns fatores hiperpolarizantes 
derivados do endotélio. Material e Métodos: ratos Wistar foram divididos em grupos 
controle (CT, salina i.m.); HgCl2 (1ª dose de 10,86 µg/Kg, e doses subsequentes 
diárias de 0,014 µg/Kg durante 30 dias, i.m.). A reatividade vascular de segmentos 
de aorta a acetilcolina e ao nitroprussiato de sódio foram avaliados na presença de 
L-NAME, tiron, indometacina, enalapril, Ouabaína, TEA, 4-aminopiridina, iberiotoxina 
ou apamina. A exposição a uma dose elevada de HgCl2 reduziu a vasodilatação 
dependente do endotélio. Essa alteração envolve uma redução da biodisponibilidade 
de óxido nítrico associada ao aumento da EROs, o aumento da atividade da ECA e 
provavelmente de prostanóides da via da COX. Foi também sugerido que essa 
redução do óxido nítrico diminui a ativação dos canais para potássio como os BKCa e 
SKCa, além de reduzir a ativação da Na
+K+-ATPase no relaxamento estimulado pela 
acetilcolina. Apesar disso, houve o aumento da expressão da subunidade α da 
bomba de sódio, indicando um provável mecanismo compensatório a esta reduzida 
ativação. Nossos resultados reforçam ainda mais as evidências de que a exposição 
ao mercúrio crônica é deletério para a função vascular. Acreditamos que a 
compreensão desse mecanismos da vasodilatação prejudicada deverá permitir o 
desenvolvimento de novas abordagens de diagnóstico e estratificação do risco 
cardiovascular, bem como pesquisas futuras destinadas a intervenções terapêuticas 
em intoxicação mercúrio. 
Palavras-chave: mercúrio, aorta, reatividade vascular, endotélio, canais para 
potássio
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ABSTRACT 
It is suggested that chronic exposure to mercury chloride (HgCl2) causes 
endothelial dysfunction associated with increased vasoconstriction due to reactive 
oxygen species (ROS) and reduced nitric oxide (NO) bioavailability. Thus, HgCl2-
exposed people are at increased risk of developing cardiovascular disease. NO 
induces vasodilatation by different pathways, and little is known about the 
participation of potassium channels and Na+K+ ATPase for mercury intoxication. 
The objective of this study was to evaluate the chronic effects of high doses of 
HgCl2 in the vasodilatation dependent on activation of some hyperpolarizing factors 
derived from the endothelium. Methods: Wistar rats were divided into control (CT, 
saline i.m.); HgCl2 (1st dose 10.86 mg/kg daily, and subsequent doses of 0.014 
mg/kg for 30 days i.m.). Vascular reactivity of aortic segments to acetylcholine and 
sodium nitroprusside were evaluated in the presence of L-NAME, tiron, 
indomethacin, enalapril, ouabain, TEA, 4-aminopyridine, iberiotoxin or apamin. 
Exposure to HgCl2 reduced the endothelium-dependent vasodilatation. This 
alteration involves a reduction of the bioavailability of NO associated with 
increased ROS, increased ACE activity and probably COX pathway prostanoids. 
Furthermore, it was suggested that the reduction of NO decreases activation of 
BKCa and SKCa potassium channels. Similarly, reduced NO was responsible for 
the impaired activation of Na+K+ ATPase during ACh-induced relaxation, although 
there was an increased expression of its α-subunit, indicating a compensatory 
mechanism. These observations reinforce further evidence that chronic mercury 
exposure is deleterious to the vascular function. We believe that the understanding 
of the mechanisms of the impaired vasodilatation should allow the development of 
new approaches for diagnosis and cardiovascular risk stratification, as well as 
future researches aimed at therapeutic interventions in mercury intoxication. 
 
Key words: Mercury, aortic, vascular reactivity, endotelial, potassium channel 
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1. INTRODUÇÃO 
 
1.1. Mercúrio: propriedades do metal, vias de exposição e intoxicação 
 
O mercúrio é um metal pesado encontrado naturalmente no meio ambiente. 
Além disso, ele é um elemento estável que não pode ser degradado ou destruído, 
mas pode passar por transformações de uma espécie química para outra (WHO, 
2010). Em relação a essas espécies temos o mercúrio metálico ou elementar, o 
orgânico e o inorgânico (CGVAM & Ministério da Saúde, 2010). Quando mercúrio 
se combina com elementos como o cloro, enxofre ou oxigênio são formados 
compostos de mercúrio inorgânico, também conhecido como sais mercurosos e 
mercúricos. Mas se a combinação for com o elemento carbono, são formados os 
compostos de mercúrio orgânico (metilmercúrio, etilmercúrio, fenilmercúrio) 
(OPAS/OMS, 2011). 
Este metal é derivado de várias fontes naturais como emissões de gases na 
crosta terrestre, atividade vulcânica e erosão. Mas existem diversas fontes 
artificiais de atividades humanas que incluem indústria nos setores de mineração 
(exploração mineral e refino de metal), indústrias (fabricação de papel, plástico, 
eletrônica, medicamentos, lâmpadas fluorescentes) (OPAS/OMS, 2011), tintas, 
pesticidas, fungicidas, cosméticos, além do uso em amálgamas dentárias (UNEP, 
2013). O timerosal, um conservante de vacina a base de mercúrio é usado desde 
os anos 30 para reduzir a contaminação por fungos e bactérias. Devido a grande 
quantidade de vacinas que compõe o esquema vacinal de crianças, nos anos 80 e 
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90 no EUA houve uma significante exposição ao mercúrio (aproximadamente 200 
microgramas nos primeiros seis meses de vida), que foi acompanhada de forte 
suspeita de estar relacionada a problemas neurológicos (Marques, 2008). 
Atualmente, nos EUA e Europa, quase todas as vacinas administradas em 
crianças são isentas de timerosal. No Brasil, o ministério da saúde publicou em 
2001 a resolução n° 528, que suspende a venda de produtos a base de timerosal, 
incluindo o mertiolate (Marques, 2008). Além disso, a Agência Nacional de 
Vigilância Sanitária (Anvisa) também proibiu o uso desse composto por seu risco 
de toxicidade. Entretanto, apesar da OMS reconhecer que não existe nível seguro 
para o mercúrio, ainda recomenda o uso de timerosal como conservante de 
vacina, o qual continua sendo utilizado em vários países, incluindo o Brasil. (Prado 
et al., 2004; Marques, 2008). A Vigilância em Saúde do trabalhador e Saúde 
Ambiental do Ministério da Saúde, afirma o risco de exposição humana a vapores 
de mercúrio vindos de lâmpadas quebradas em áreas industriais, comerciais, 
residenciais e rurais, alcançando níveis acima do limite de tolerância para o 
ambiente de trabalho definido na NR 15 (CGVAM e Ministério da Saúde, 2010).  
Além da exposição ocupacional, acidentes ambientais levaram a alguns 
casos de intoxicação por mercúrio e fizeram despertar grande preocupação em 
relação a este metal. Um caso icônico aconteceu no Japão na década de 1950, 
onde o despejo de dejetos industriais com grande quantidade de metilmercúrio 
resultou na contaminação da Baía de Minamata (WHO, 2010). Outro acidente 
aconteceu no Iraque na década de 1970, onde o uso do metilmercúrio como 
fungicida para tratamento de grãos levou ao envenenando de pessoas que 
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consumiram pão feito com o trigo contaminado. Das 6.530 pessoas com 
intoxicação hospitalizadas, 459 morreram (WHO, 2010). 
Todas as formas do mercúrio são consideradas tóxicas e não possuem 
função fisiológica para o organismo (OPAS/OMS, 2011). Este metal pode 
estimular a produção de radicais livres, e interagir com grupos sulfidrila (Clarkson, 
1972; Omotayo et al., 2011) que são essenciais para a função de enzimas, canais 
iônicos e receptores (Abramson & Salama, 1989;Vassallo et al., 2011). Após o íon 
de mercúrio se ligar em grupos celulares ricos em radicais sulfidrila, pode alterar 
os sistemas enzimáticos e metabólicos da célula (OPAS/OMS, 2011). De maneira 
interessante, esse complexo protéico formado permite ao mercúrio mobilidade 
através dos tecidos (Micaroni et al., 2000). Outro fator que facilita a sua passagem 
aos tecidos é sua característica de lipossolubilidade (Micaroni et al., 2000). Nos 
diferentes tecidos, o mercúrio tem a habilidade de gerar espécies reativas de 
oxigênio (EROs) incluindo o radical hidroxila (OH•), ânion superóxido (O2•-) e 
peróxido de hidrogênio (H2O2), e inibir ou reduzir as defesas antioxidantes 
(Lerman et al., 2001; Brandão et al., 2008). Isso caracteriza um estado de estresse 
oxidativo aumentado, visto que esse estado é definido como o desequilíbrio entre 
os sistemas pró-oxidantes e antioxidantes, predominando os pró-oxidantes 
(Rahman et al.,2006) 
Muitos estudos mostram os efeitos tóxicos do mercúrio causando danos em 
diversos sistemas (Bluhm et al., 1992; Carmignani et al., 1992; Nesovic-Ostojic et 
al.,2008; Farina et al., 2011; Mello-Carpes et al., 2013; Martinez et al., 2014). 
Durante o período de desenvolvimento, a exposição ao mercúrio e outros 
poluentes ambientais podem resultar em danos irreversíveis ao sistema nervoso 
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central, imunológico e reprodutor, além de danos sobre os padrões 
comportamentais e habilidades motoras (Rice & Barone, 2000). No sistema 
nervoso está relacionado ao desenvolvimento de doença degenerativa e distúrbios 
no cérebro em desenvolvimento (Mutter et al., 2004). A contaminação por 
metilmercúrio, por exemplo, tem conseqüências como retardo mental, paralisia 
cerebral, e destruição neuronal (Clarkson & Magos, 2006; Guzzi & La Porta, 
2008). No sistema reprodutor feminino a exposição ao mercúrio inorgânico causa 
aborto espontâneo, malformação congênita, infertilidade, alteração do ciclo 
menstrual, além de inibir a ovulação (Schuurs, 1999). E tem a capacidade de se 
acumular em testículos e próstata (Jackson et al., 2011). O mercúrio é capaz de 
gerar reações autoimunes que causam lesão glomerular e dano tubular renal 
(Belghiti et al.,1986). E alterações hepáticas que levam a casos de hepatite, 
edema e necrose (Azevedo, 2003). No sistema respiratório o mercúrio elementar 
causa edema, congestão pulmonar, bronquiolite e fibrose pulmonar (Azevedo, 
2003). Além disso, o mercúrio provoca diminuição de anticorpo humoral, fixa em 
ácidos desoxirribonucléicos, causando alterações cromossômicas e anomalias 
congênitas (OPAS/OMS, 2011).  Além dos danos sobre todos esses órgãos e 
sistemas, o mercúrio afeta também, e de forma importante, o sistema 
cardiovascular (Houston, 2007; Vassallo et al., 2011). 
 
1.2. Efeito do mercúrio no sistema cardiovascular 
 
De fato, indivíduos expostos ao mercúrio apresentam um maior risco de 
desenvolver doenças cardiovasculares (Salonen et al.,1995). Em animais de 
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experimentação, a exposição a baixas concentrações de HgCl2 prejudicou o 
relaxamento do ventrículo esquerdo e reduziu a função da bomba de cálcio do 
retículo sarcoplasmático (Furieri et al, 2011a). Além disso, a exposição aguda com 
baixas doses de HgCl2 é capaz de provocar aumento da pressão arterial e da 
freqüência cardíaca de ratos (Machado et al., 2007).  Corações de ratos expostos 
agudamente a altas concentrações de HgCl2 apresentam arritmias, alteração na 
condução átrio-ventricular, redução da pressão sistólica e do desenvolvimento de 
força (Massaroni et al., 1992; Vassallo et al., 1999). Por outro lado, Assis et al 
(2003) reportou que a exposição aguda a 20 nM de HgCl2 em corações isolados e 
perfundidos pela técnica de langendorff, promoveu aumento da pressão diastólica 
do ventrículo esquerdo. 
No que tange ao sistema vascular, o mercúrio afeta a reatividade vascular e 
isso parece estar relacionado aos efeitos sobre o endotélio (Wiggers et al., 2008a; 
Wiggers et al., 2008b; Peçanha et al., 2010; Giuberti, 2010). Essas alterações 
incluem aumento de radicais livres e da produção de angiotensina pela enzima 
conversora de angiotensina (ECA) local (Vassallo et al., 2011). De maneira 
importante, o aumento do estresse oxidativo causado pela exposição ao mercúrio 
é uma das causas de disfunção endotelial, algo que também é observado em 
doenças cardiovasculares como a hipertensão, aterosclerose carotídea (Salonen 
et al., 2000; Houston et al., 2007), infarto agudo do miocárdio e doença arterial 
coronariana (Vassallo et al., 2011; Houston et al., 2007). Em consequência, a 
hiperatividade vascular pode ser associada a aumento resistência vascular, efeitos 
do mercúrio de fato encontrados em vasos arteriais de diferentes sítios (Wiggers 
et al., 2008a; Peçanha et al., 2010). Por último, mas não menos importante, as 
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artérias basilares também são afetadas pela exposição ao mercúrio, que mesmo 
em baixa concentração pode ser considerado um fator de risco para o 
desenvolvimento de vasoespasmo cerebral proposto por Wiggers et al (2016). 
Como exposto, no sistema cardiovascular o principal efeito do mercúrio está no 
endotélio, que sabidamente ocupa papel essencial para sua homeostase do tônus 
vascular. 
 
1.3. Papel do endotélio na função vascular 
 
O endotélio libera substâncias importantes para o tônus vascular, 
controlando não só o fluxo sanguíneo, mas também participando do controle das 
respostas inflamatórias e imunológicas (Rubanyi, 1993). O endotélio possui 
também ações antioxidantes, anti-inflamatória, inibição da adesão e migração de 
leucócitos, da proliferação de células musculares lisas, da agregação e adesão 
plaquetária quando em seu funcionamento normal (Förstermann, 2006). Assim, na 
alteração de sua função endotelial, denominada disfunção endotelial, podem 
ocorrer inúmeros eventos incluindo a perda na resposta vasodilatadora 
dependente do endotélio devido à redução da produção e/ou biodisponibilidade 
dos seus fatores (Maturana et al., 2007). Como resultado, essa alteração aumenta 
o risco do desenvolvimento de doenças cardiovasculares como Diabetes Mellitus, 
Hipertensão Arterial, Insuficiência Cardíaca Congestiva, Aterosclerose e 
Hipertensão Pulmonar (Triggle et al., 2003; Melo et al., 2004). 
  Em relação a essas substâncias, produzidas pelo endotélio, temos o óxido 
nítrico (NO) (Furchgott & Zawadski, 1980), o fator hiperpolarizante derivado do 
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endotélio (EDHF) (Taylor & Weston, 1988; Félétou & Vanhoutte, 1999) e a 
prostaciclina (Bunting et al., 1976; Moncada et al., 1977; Vanhoutte, 1993) como 
fatores de ação vasodilatadora (Figura 1). Com relação aos agentes 
vasoconstrictores temos como principais fatores a angiotensina II (Kifor & Dzau, 
1987), a endotelina-1 (Yanagisawa et al.,1988), os prostanóides derivados do 
ácido araquidônico como o tromboxano A2 (TXA2) (Frolish & Forstermann, 1989; 
Vanhoutte, 1993) e as prostaglandinas H2 e F2α (PGH2 e PGF2α), e o ânion 
superóxido (O2
.-) (Furchgott, 1983; Rubanyi & Vanhoutte, 1986) (Figura 1).  
 
Figura 1: Esquema mostrando alteração considerada precursora das doenças cardiovasculares. 
Flechas pontilhadas= redução da secreção; flechas espessas=aumento da secreção. (modificada 
de Rattmann, 2009).  
 
 
O NO é uma molécula gasosa, um radical livre com elétron 
desemparelhado e meia-vida de 4 a 8 segundos (Moncada et al.,1989) e possui 
livre difusão nas membranas biológicas (Palmer et al.,1987). O relaxamento 
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promovido pelo NO no músculo liso vascular envolve (Figura 2): ativação da 
enzima guanilato-ciclase solúvel (GCs), que catalisa a conversão de GTP em 
GMPc, ativando a proteína quinase G (PKG). Esta, ativa canais de K+ 
dependentes de Ca2+, estimula a recaptação de Ca2+ pelo reticulo 
sarcoplasmático, fosforila a cadeia leve da miosina (tornando-a menos sensível ao 
Ca2+), além de aumentar a saída do Ca2+ pelo trocador Na+/Ca2+ (Rapopport & 
Murod, 1983; Ignarro & Kadowitz, 1985; Lincoln et al., 2001). A redução da função 
do NO pode dever-se a diminuição em sua síntese ou pelo aumento de sua 
degradação, por exemplo pelo estresse oxidativo aumentado, e esse parece ser o 
principal mecanismo da disfunção endotelial (Pepine, 2009). As EROs podem 
reduzir o NO endotelial por inativação direta, quando esse reage com ânion 
superóxido, formando o peroxinitrito (ONOO- ) (Gao e Mann, 2009), ou por reduzir 
a expressão e a atividade da sua sintase endotelial (eNOS) mudando seus 
substratos ou co-fatores (De Gennaro Colonna et al.,2009). 
 
Figura 2: Esquema mostrando a via de produção do óxido nítrico (NO) pela enzima eNOS, e a via 
do fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) (modificado de Rattmann, 2009). 
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A exposição crônica ao HgCl2 e em baixas concentrações causa disfunção 
endotelial, que pode ser secundária ao aumento do estresse oxidativo e dos 
prostanóides contráteis da via da enzima ciclooxigenase 2 (COX-2), aumentando a 
resposta contrátil à fenilefrina (Wiggers et al., 2008a; Peçanha et al, 2010; Furieri 
et al., 2011b). Concentração micromolares ao HgCl2 agudamente estimula 
vasoconstricção e reduz a resposta vasodilatadora dependente do endotélio (da 
Cunha et al., 2000; Vassallo et al., 2011). E exposição crônica com baixa 
concentração de mercúrio em ratos aumenta a participação do sistema renina-
angiotensina (SRA) local e a atividade da COX (Peçanha et al., 2010) e, além 
disso, aumenta a atividade da ECA no plasma e coração (Giuberti, 2010). 
Ainda em relação à função endotelial, os EDHF possuem importante papel 
na modulação do tônus vascular, porque promovem a vasodilatação por 
hiperpolarização das células do músculo liso vascular ao ativarem canais para 
potássio ativados por cálcio e a Na+K+-ATPase (Félétou & Vanhoutte, 2006). Os 
canais para potássio participam do potencial de membrana de células excitáveis, 
regulando a contratilidade muscular e controle do tônus vascular (Nelson e 
Quayle, 1995). Esses canais são estimulados por NO, PGI2, substância P, 
bradicinina, peptídeo natriurético tipo C, H2O2, potássio, pelos metabólicos da via 
do ácido araquidônico-lipoxigenases e da via do ácido araquidônico-citocromo 
P450 (ácidos epoxieicosatrienóicos, EETs) (Félétou & Vanhoutte, 2006), o que 
permite o efluxo de K+ e hiperpolarização da célula ao reduzir o potencial de 
membrana (Nelson e Quayle, 1995). A hiperpolarização da célula fecha canais de 
cálcio dependentes de voltagem e promove o relaxamento do músculo liso 
vascular (Coleman et al., 2004). Por outro lado, quando esses canais são inibidos, 
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ocorre uma redução do efluxo de K+, abre canais de cálcio, aumenta o potencial 
de membrana e leva a despolarização e vasoconstrição (Coleman et al., 2004). 
Em relação aos diversos subtipos de canais para potássio encontrados nas 
células endoteliais e do músculo liso vascular podemos destacar os canais para 
potássio voltagem dependentes (Kv), canais para potássio ativados por cálcio (KCa) 
de baixa condutância (SKCa), intermediária (IKCa) e alta condutância (BKCa), canais 
para potássio sensíveis ao ATP (KATP) e canais para potássio retificadores (KIR) 
(Jackson, 2005). 
Os canais BKCa são os mais abundantes no músculo liso vascular e podem 
ser ativados por [Ca+2]i, por despolarização (Jackson, 2005), monócito de carbono 
(CO), PKA e PKG (Félétou & Vanhoutte, 2006). O NO e outros vasodilatadores 
aumentam o AMPc e GMPc e ativam os BKCa, direta ou indiretamente (Archer et 
al., 1994). Os BKCa são inibidos por hiperpolarização, diminuição do [Ca
2+]i e PKC 
(Félétou & Vanhoutte,  2009). As espécies reativas de oxigênio modulam de forma 
negativa a atividade dos BKCa em doenças cardiovasculares (Félétou & Vanhoutte, 
2009). 
Já os canais SKCa são canais para potássio ativados por cálcio de baixa 
condutância, expressos em neurônios, epitélio, endotélio vascular  e vários tipos 
de músculo liso, mas pouco expresso em músculo liso vascular (Ledoux et al., 
2006). Este canal pode ser ativado pelo aumento do [Ca2+]i e a sua inibição 
acontece com a diminuição do [Ca+2]i, sendo importante ressaltar que isso 
acontece independente do potencial de membrana (Ledoux et al., 2006; Félétou & 
Vanhoutte, 2009). Um dos mecanismos propostos para explicar como a ativação 
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dos  SKCa e IKCa nas células endoteliais culminam na hiperpolarização das células 
do músculo liso vascular são os seguintes: a hiperpolarização da célula endotelial 
é transmitida diretamente para o músculo liso vascular através de gap junctions; 
acúmulo de K+ intracelular a partir da células endoteliais pela abertura dos KCa, 
induzindo hiperpolarização do músculo liso através da ativação de K+ e/ou Na+K+-
ATPase (Félétou & Vanhoutte, 2006). 
Os canais Kv são encontrados na membrana do músculo liso vascular e são 
ativados por despolarização da membrana (Sobey, 2001). Sua função envolve a 
limitação da despolarização e a manutenção do potencial de repouso da 
membrana celular (Sobey, 2001). A proteína quinase A (PKA) dependente de 
adenosina monofosfato cíclico (AMPc) e o NO via GMPc estão envolvidos na 
ativação  dos Kv (Nelson & Quayle,1995). Por outro lado a proteína quinase C 
(PKC) e o aumento da concentração de cálcio intracelular inativa esses canais 
(Sobey, 2001; Jackson, 2005).  
Ainda sobre fatores hiperpolarizantes, a Na+K+-ATPase é uma proteína 
integral encontrada nas células e tem como função manter os gradientes de 
concentração dos íons Na+ e K+ elevados, permitindo que ocorra despolarização e 
repolarização. É uma proteína importante para a regulação do volume celular, 
tônus vascular, crescimento e diferenciação celular, concentração de cálcio, pH e 
influência em transportes secundários (Vassalle, 1987; Skou & Esmann, 1992; 
Blaustein, 1993; Pritchard et al., 2010). É constituída por subunidades alfa (α), 
beta (β) e gama (γ) (Cortes et al., 2006). A subunidade alfa possui 4 isoformas (α1, 
α2, α3 e α4) e possui sítios de ligação para Na
+, K+, ATP e compostos digitálicos 
(Dostanic-Larson et al., 2006). A isorforma α1 se distribui amplamente pela 
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membrana plasmática de neurônios, astrócitos, células epiteliais e miócitos (Dias, 
2011). Na verdade é expressa em quase todos os tecidos, mas é predominante 
nos rins (Dostanic-Larson et al., 2006). Possui alta afinidade ao Na+ e K+, mas 
baixa afinidade à ouabaína (um composto digitálico) em comparação as outras 
isoformas (Arnon et al., 2000). As isoformas α2 e α3 estão presentes em neurônios 
e miócitos (Xie & Cai, 2003), sendo que a α2 é bastante encontrada no músculo 
esquelético, coração, cérebro adipócitos, olhos e alguns outros tecidos (Dostanic-
Larson et al., 2006). A ativação da Na+K+-ATPase em artérias de mamíferos pode 
envolver o GMPc (Ferrer et al; 1995). Dessa maneira, o NO por aumentar a 
concentração de GMPc nas células musculares lisas (Ferrer et al., 1995), ativa a 
PKG, que fosforila várias proteínas e promove o relaxamento do MLV, não só por 
reduzir a concentração intracelular de Ca2+ (Ignarro e Kadowitz, 1985), mas 
também por ativar a Na+K+-ATPase e hiperpolarizar a célula. Além disso, há ainda 
a hipótese de que o NO pode ativá-la diretamente para promover o relaxamento 
vascular (Gupta et al., 1994). Estudos mostram que a retirada do endotélio de fato 
inibe a Na+K+-ATPase, e que a inibição desta enzima está associada a disfunção 
endotelial, mostrando a importância do endotélio como modulador de sua 
atividade (Rossoni et al., 2003; dos Santos et al., 2003). De fato, alterações na 
atividade da Na+K+-ATPase têm sido associadas a doenças cardiovasculares, 
renais, neurológicas e metabólicas (Biver et al., 1990). Embora a exposição ao 
mercúrio sabidamente promova alteração na atividade de algumas ATPases tais 
como a Na+K+-ATPase e Ca-ATPase em alguns sítios (Clarkson, 1972;Patrick, 
2006), nada fora descrito a respeito dos efeitos do mercúrio sobre a Na+K+-
ATPase vascular. 
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Apesar do conhecimento dos efeitos prejudiciais do mercúrio, esse 
elemento continua sendo utilizado em diversos componentes do cotidiano. 
Portanto, continua sendo imprescindível avaliar seus efeitos, uma vez que, a 
literatura tem mostrado diversos problemas causados por este metal em vários 
sistemas e em diferentes concentrações. No sistema cardiovascular encontramos 
efeitos deletérios como hipertensão, aterosclerose e infarto agudo do miocárdio e 
isso parece ser explicado, pelo menos em parte, pela redução do NO e o aumento 
de ânion superóxido. Todavia, até o presente momento não foi relatado o efeito 
dessa redução de NO sobre fatores hiperpolarizantes, como canais para potássio 
e Na+K+-ATPase de forma funcional e mais detalhada, nem os mecanismos 
envolvidos na vasodilatação arterial em animais intoxicados por esse elemento. 
Dessa forma, o presente estudo pretendeu analisar a reatividade vascular in vitro 
em segmentos de aorta em um modelo de intoxicação crônica por HgCl2, com o 
intuito de mostrar que essa intoxicação também pode prejudicar a ativação desses 
fatores hiperpolarizantes como moduladores do tônus vascular, ou como 
mecanismos compensatórios à redução de óxido nítrico. 
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2.1 OBJETIVOS 
2.1. Objetivo geral 
 
Avaliar os efeitos da intoxicação crônica ao cloreto de mercúrio sobre a resposta 
vasodilatadora de aorta de ratos. 
 
2.2. Objetivos específicos  
 
- Avaliar os efeitos da exposição ao mercúrio sobre a resposta vasodilatadora 
dependente e independente do endotélio 
- Avaliar os efeitos da exposição ao mercúrio sobre a participação do óxido nítrico 
na vasodilatação endotélio-dependente 
- Avaliar os efeitos da exposição ao mercúrio na participação das espécies 
reativas de oxigênio, do sistema renina-angiotensina local e da ciclooxigenase na 
resposta vasodilatadora endotélio-dependente 
- Verificar a participação da Na+K+-ATPase, dos canais para potássio ativados por 
cálcio e dos canais para potássio voltagem dependentes na resposta 
vasodilatadora após exposição crônica ao mercúrio. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.1. Animais experimentais 
Em nossa análise experimental utilizamos ratos da linhagem Wistar (Rattus 
novergicus albinus), adultos, pesando entre 300-350g. Os ratos foram cedidos 
pelo biotério do Centro de Ciência da Saúde da Universidade Federal do Espírito 
Santo. Os animais foram mantidos em gaiolas sobre condições controladas de 
temperatura e ciclo de claro-escuro de 12 horas, tendo livre acesso à água e 
ração. Todos os experimentos foram conduzidos em concordância com a Diretriz 
Brasileira para o Cuidado e a Utilização de Animais para Fins Científicos e 
Didáticos (CONCEA, 2013) e foram aprovados pela Comissão de Ética 
Institucional da Universidade Federal de Espírito Santo (CEUA-UFES 039/2014)  
 
3.2. Modelo experimental 
 
Os animais foram distribuídos aleatoriamente em dois grupos 
experimentais: no grupo controle os ratos receberam solução salina (NaCl 0,9%) 
via intramuscular (i.m) e no grupo exposto ao cloreto de mercúrio (HgCl2) 
receberam uma 1° dose, chamada dose de ataque: 10,86 μg/Kg e doses 
subsequentes de 0,014 μg/Kg/dia, chamadas dose de manutenção, também via 
intramuscular durante os 30 dias de exposição. Essas doses de manutenção 
foram calculadas de acordo com a quantidade estimada de excreção diária e com 
o peso dos animais. A dose e o cálculo utilizado neste estudo foram baseados 
segundo o protocolo experimental desenvolvido por Wiggers et al (2008a), sendo 
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ajustada para 2,5× mais alta a fim de estudar os efeitos da intoxicação pelo 
mercúrio, e não simplesmente uma exposição leve. 
 
3.3. Método de estudo da reatividade vascular ―in vitro‖ 
 
Após 30 dias de exposição, os ratos foram anestesiados com uretana 
(1,2g/Kg), via intraperitoneal e eutanaziados. A aorta torácica descendente foi 
removida e imersa em uma placa de Petri contendo solução de Krebs–Henseleit 
composta por (em mM): NaCl 127; KCl 4,7; CaCl2 .2H2O 2,5; MgSO4.7H2O 1,2; 
KH2PO4 1,17; NaHCO3 24; Glicose 11; EDTA 0,01). A aorta foi manipulada para a 
retirada do tecido conectivo e adiposo, e divida em segmentos cilíndricos de 
aproximadamente 3 a 4 mm de comprimento (Figura 3). 
 
Figura 3: Aorta torácica imersa em placa de Petri com solução fria de Krebs após a remoção do 
tecido conjuntivo e adiposo, sendo dividida em segmentos cilíndricos entre 3 a 4 mm. (Angeli, 
2009). 
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Dois fios de aço em forma de triângulos foram colocados através do lúmen 
dos segmentos vasculares para que ficassem paralelos. Cada segmento vascular 
foi colocado em cubas contendo 5 mL de solução de Krebs–Henseleit, mantida 
aquecida a 37°C e gaseificada com mistura carbogênica (95% de O2 e 5% de 
CO2), mantendo o pH estável em 7,4. Um fio foi fixado na base da cuba e o outro 
conectado verticalmente a um transdutor de tensão isométrica. Para mensurar a 
tensão isométrica foi utilizado um transdutor de força (TSD125C, CA, USA) 
conectado em um sistema de aquisição de dados (MP100A, BIOPAC System, Inc., 
Santa Barbara, USA) (Figura 4). Em seguida a montagem, os segmentos 
vasculares foram submetidos a uma tensão de repouso de 1 grama. Sempre que 
necessário, a tensão era reajustada durante os 30 minutos de estabilização 
(Figura 5A). 
 
Figura 4: Preparação de anéis (segmentos) de aorta para a avalição da reatividade vascular ―in 
vitro‖. (modificado de Nunes, 2014 e foto de Angeli, 2009) 
 
32 
 
3.4. Teste de viabilidade da preparação 
 
Após esse período de estabilização, foi verificado a atividade contrátil do 
músculo liso vascular induzida por despolarização utilizando o KCl (75 mM). Ao 
atingirem a variação de 1 grama de força a partir do valor basal os segmentos 
eram lavados três vezes com solução de Krebs-Henseleit para retornarem ao 
basal (Figura 5B,C) Os segmentos que não atingiram tal contração foram 
descartados. Foi aguardado outro período de 30 minutos de estabilização (Figura 
5D), e uma segunda dose KCl (75mM) era adicionada ao banho para estabelecer 
a contração máxima do músculo liso vascular, aferida no tempo de 30 minutos, 
que é o tempo necessário para atingir um platô na contração (Figura 5E,F). Após, 
os segmentos foram lavados três vezes para retornarem ao valor basal. 
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Figura 5: Registro representando o teste da viabilidade do músculo liso vascular com KCl e 
avaliação da integridade funcional do endotélio. Avaliação da viabilidade do músculo liso vascular 
com KCl: A) Período de estabilização inicial (30 min permanecendo na tensão de 1±0,1g); B) 
Adição de KCl (75 mM) ao banho; C) Lavagem dos anéis com solução Krebs-Henseleit; D) Período 
de estabilização (30 min); E) Adição de KCl (75 mM) ao banho; F) Platô da contração induzida pelo 
KCl (75 mM); G) Lavagem dos anéis com solução Krebs-Henseleit; H) Período de estabilização (30 
min). Avaliação da integridade funcional do endotélio: I) Pré-contração com fenilefrina (10
-7
 a 10
-6
 
M) ou mais até atingir entre 50 e 60% do 2º KCl; J) Adição de acetilcolina (ACh) 10
−5
M; L) Troca de 
solução Krebs-Henseleit e período de estabilização antes das incubações (30 min). O tempo foi 
registrado em minutos, eixo horizontal (intervalo de 80 min) e a força em gramas (g), eixo vertical 
(Marques, 2015). 
 
 
 
3.5. Protocolos experimentais 
 
3.5.1. Vasodilatação dependente do endotélio  
 
Em seguida a avaliação da integridade funcional do endotélio, os 
segmentos vasculares foram lavados três vezes com a troca da solução de Krebs-
Henseleit. E a função vasodilatadora dependente do endotélio foi avaliada por 
meio do relaxamento induzido por acetilcolina. Para isso, os segmentos 
vasculares foram contraídos com fenilefrina (10-7 a 10-6 M) até atingir de 60 a 80% 
da contração do KCl. Após atingirem um platô, foram realizadas curvas 
concentração-reposta à acetilcolina (10-11 a 10-4 M). 
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A partir deste momento, todos os protocolos de reatividade vascular, foram 
realizados da mesma forma: Após verificar a viabilidade dos segmentos 
vasculares o fármaco utilizado era incubado por 30 minutos. 
Para avaliar a função do óxido nítrico sobre a resposta a acetilcolina em 
relação aos efeitos da exposição ao HgCl2 utilizou o N
G-nitro-L-arginina metil éster 
(L-NAME 100 µM), um inibidor não seletivo da enzima óxido nítrico sintase (NOS). 
A fim de investigar a participação do SRA local e das espécies reativas de 
oxigênio (ânion superóxido) na resposta a acetilcolina, utilizamos o Enalapril 
(ENA,10 μM), inibidor da enzima conversora de angiotensina (ECA) e Tiron, um 
―varredor‖ de ânion superóxido. 
Com o objetivo de estudar a influência dos prostanóides derivados da 
ciclooxigenase (COX), utilizamos incubação com Indomentacina (Indo, 10 μM), um 
inibidor não seletivo da COX. 
Com a finalidade de avaliar a participação dos EDHF, utilizamos a ouabaína 
(100 μM), um inibidor da Na+K+-ATPase. Além disso, estudamos também a 
participação de subtipos de canais para potássio. Para isso, realizamos 
incubações com tetraetilamônio (TEA, 1mM), um inibidor não específico dos 
canais para potássio ativados por cálcio (KCa) (Vanhoutte,2001); a 4-aminopiridina 
(4-AP, 5 mM), inibidor seletivo dos canais para K+ voltagem dependentes (Kv); a 
iberiotoxina (IbTx, 30 nM), inibidor seletivo dos canais para K+ ativados por cálcio 
de larga condutância (BKCa) e apamina (Apa 0,5μM), inibidor seletivo dos canais 
para K+ ativados por cálcio de baixa condutância (SKCa). 
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 3.5.2. Vasodilatação independente do endotélio 
 
Em outros segmentos arteriais, foram realizadas curva concentração 
resposta independente do endotélio utilizando o nitroprussiato de sódio (NPS 10
-11 
a 10
-4 M), doador de óxido nítrico. Similar à acetilcolina, a pré-contração foi com 
fenilefrina.  
Avaliamos a participação dos KCa utilizando o tetraetilamônio (TEA, 1mM). E 
como a presença das EROs interfere na biodisponibilidade de NO, e este também 
participa da ativação dos KCa, verificamos a vasodilatação independente do 
endotélio na presença do TEA (1 mM) e (Tiron 1 mM). Verificamos também a 
resposta independente do endotélio em relação à função da Na+K+-ATPase 
utilizamos a ouabaína (100μM).  
 
3.6. Conteúdo proteico para subunidade α1 da Na
+K+-ATPase 
 
A técnica de Western Blot foi utilizada para determinar a influência da 
exposição crônica ao HgCl2 sobre a expressão proteica em artéria aorta. Foi 
medida a expressão proteica da subunidade alfa-1 da NKA. As amostras foram 
preparadas utilizando segmento de aorta de ambos os grupos. Os órgãos eram 
congelados com nitrogênio líquido e mantidos a -80°C até o momento em que 
foram utilizados. A extração de proteínas foi procedida com a homogeneização 
das amostras, em temperatura de 4°C, com tampão de homogeneização 
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contendo: Tris-HCl (10 mM, pH 7,4); NaVO3 (1 mM); SDS, 1 %; DTT (0,5 mM); 
EDTA (5 mM, pH 8); PMSF (1 mM); NaF (10 mM); Inibidor de protease.  
Depois de homogeneizadas as amostras foram centrifugadas (Eppendorf-
Neitheir-Hinz, Gmbh22331, Alemanha) a 4°C com 6.000 rpm, durante 10 minutos. 
O sobrenadante era recolhido e o precipitado descartado. Em seguida, foi feita a 
quantificação das proteínas pelo método de Lowry (Peterson, 1977). Determinou-
se a densidade óptica medindo a absorbância num espectrofotómetro multi-canal 
a λ = 750 nm (Cary, Varian). Para a quantificação, foi realizada uma diluição da 
amostra (1:25). Em seguida foram aliquotados os volumes para uma carga de 50 
µg de proteína, sendo este volume de amostra misturado, em partes iguais, com 
tampão de homogeneização. Alíquotas do homogeneizado foram diluídas em 
solução de Laemmli (Uréia 0,5 mM; SDS 0,17 mM; DTT 39 μM; Tris-HCl 0,01 M 
pH=8 e Azul de bromofenol 0,5 %) e após centrifugação foram mantidas à 
temperatura de 95ºC durante 4 minutos. 
As amostras foram aplicadas (carregadas) em gel SDS-poliacrilamida 7,5% 
(acrilamida 40%, Tris HCl 1,5 M (pH = 8,8), SDS 10%, persulfatoamônico (APS) 
10% e Temed), juntamente com um marcador de peso molecular de amplo 
espectro (6 a 180 kDa), previamente imersos em uma cuba contendo tampão de 
eletroforese (Tris-HCl 25mM, glicina 190 mM, SDS 0.1 %), que é um eletrólito com 
alta capacidade de tamponamento, sendo submetidas à eletroforese aplicando 
corrente constante de 80 V (PowerPacTM HC, BioRad, Singapura) durante 
aproximadamente 2 horas. Isto promoveu a separação das proteínas no gel. 
Após o término da eletroforese as proteínas foram transferidas do gel para 
uma membrana de nitrocelulose (Amersham, GE Healthcare, UK) previamente 
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ativada com água durante 20 segundos. Para isso, o gel, a membrana e papel 
Whatman (GE Healthcare Life Sciences, Uppsala, Suécia) foram colocados em um 
sistema ―sanduíche‖. O método realizado foi o de transferência líquida na qual o 
sanduíche era montado em suporte Holder Cassete e acoplado à uma cuba 
(Trans-Blot SD CellBio-Rad, USA) contendo uma solução tampão de transferência 
(Tris 25 mM, glicina 190 mM, SDS 0,1 % e Metanol 20 %) à 8º C com uma 
corrente de 60 V por 2 horas.   
Uma vez transferidas às proteínas, as membranas foram deixadas durante 
uma hora a temperatura ambiente em agitação contínua com uma solução de 
bloqueio para evitar uniões inespecíficas do anticorpo. Esta solução de bloqueio 
continha 5 % de leite desnatado em pó, dissolvida em solução de lavagem das 
membranas: 10 mM de Tris-HCl a pH = 7,5; 100 mM de NaCl; e 0,1 % Tween-20 
(TBS-T). Em seguida, também sob agitação constante, as membranas foram 
incubadas por toda a noite a 4 ºC com os anticorpos primários para a α1 NKA 
(anticorpo monoclonal de rato, 1:500, Millipore, San Francisco, U.S.A.), α-actina 
(anticorpo monoclonal de rato anti-α-actina, 1:5000, Sigma Chemical, CO, St. 
Louis, USA), diluídos em solução à 5 % de leite desnatado em pó ou 5 % de 
albumina com tampão TBS-T (Tris-HCl 10 mM, NaCl 100 mM, Tween 20 0,1 %, 
pH 7,5).  
Uma vez finalizada a incubação com os anticorpos primários, foram feitas 
três lavagens sucessivas de dez minutos cada, com uma solução TBS-T, para 
eliminar os restos do anticorpo primário que não se uniram.  
À continuidade, as membranas foram incubadas durante uma hora, a 
temperatura ambiente e agitação contínua, com o correspondente anticorpo 
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secundário conjugado com peroxidase de rabanete: anticorpo IgGanti-
camundongo (1:5000; StressGen Bioreagent Corp., Victoria, Canada).  
Após a incubação com o anticorpo secundário, as membranas foram 
novamente lavadas por 30 minutos para remoção do anticorpo secundário com a 
solução TBS-T e por mais 30 minutos com a solução TBS (Tris-HCl 10 mM, NaCl 
100 mM, pH 7,5) (as soluções foram trocadas a cada 5 minutos no TBS-T e a 
cada 10 minutos no TBS).   
Os imunocomplexos foram detectados por reação de quimioluminescência 
por meio da exposição da membrana, durante 5 min a um sistema de detecção 
(ECL Plus, AmershamTM, GE Healthcare, UK). As membranas, então, foram 
expostas a autorradiografia (Medical Film, Konica Minolta Medical Imaging, 
Wayne, EUA / Hyperfilm, AmershamTM, UK), sendo as bandas impregnadas 
posteriormente reveladas. A análise densitométrica foi utilizada para quantificar as 
bandas das proteínas e, para isso, os filmes com as bandas proteicas 
impregnadas foram escaneados. Os dados de expressão proteica da proteína (α1 
NKA) foram expressos como razão da expressão proteica da α-actina, usadas 
como controle de carga. O programa ImageJ foi utilizado para quantificação da 
área e da densidade das bandas.   
 
3.6.1 Detecção ―in situ‖ de óxido nítrico 
 
A produção de NO foi determinada usando a 4,5-diaminufluoresceína (DAF-
2), um método descrito previamente e ajustado a partir de outros estudos (Kojima 
et al., 1998; Lobato et al., 2011). Após isolamento e dissecção, as aortas foram 
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imersas em solução tampão de Krebs-HEPES (em mM: 130 NaCl, 5,6 KCl, 2 
CaCl2, 0,24 MgCl2, 8,3 HEPES, e 11 glicose, pH 7.4) com 30% de sacarose 
durante uma hora, a seguir foram embebidas em meio de inclusão para cortes 
com criostato (Killik ®, Easy Path) e mantidas em −80oC até o momento de 
realização dos cortes. 
As secções de aorta foram cortadas em criostato a 10 μm de espessura e 
transferidas para lâminas gelatinizadas, congeladas até o momento do protocolo 
com DAF-2. As lâminas foram mantidas em estufa a 37ºC por uma hora para 
retirar o meio de inclusão. A seguir as secções de aorta foram incubadas em 
idênticas condições a 37º C por 30 min com tampão fosfato (0,1 M) contendo 
CaCl2 (0,45M). As lâminas foram secadas e incubadas durante 30 min a 37ºC em 
câmara úmida protegida da luz com 8 μM de DAF diluído em solução tampão 
fosfato contendo CaCl2. Imagens digitais foram coletadas no microscópio de 
fluorescência Leica DM 2500 com a objetiva de 40× e câmera Leica DFC 310 X, 
usando a mesma configuração de imagem para controle e grupo exposto ao 
HgCl2. Para quantificação, 5 segmentos da aorta por animal foram utilizados para 
obter a média amostral. A densidade de fluorescência média foi calculada usando 
o software Image J. 
 
3.6.2 Detecção ―in situ‖ de ânion superóxido 
 
A fluorescência oxidativa ao dihidroetídio (DHE) foi utilizada para avaliar a 
produção de ânion superóxido ―in situ‖, e os procedimentos se seguiram como 
previamente descritos (Nunes et al., 2014). A membrana celular é permeável ao 
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hidroetídio, e na presença de O2•−, esse componente é oxidado a brometo de 
etídio, que intercala com o DNA. Brometo de etidio é excitado a 546 nm e emite 
luz a 610 nm. 
Após isolamento e dissecção, as aortas foram imersas em eppendorf 
contendo solução tampão de Krebs-HEPES com 30% de sacarose durante uma 
hora, a seguir foram embebidas em meio de inclusão para criostato e mantidas em 
−80 até o momento de realização dos cortes.  As secções de aorta foram cortadas 
com criostato em 10 μm de espessura e colocadas em lâminas gelatinizadas, 
congeladas até o momento do protocolo com DHE. No dia do protocolo as lâminas 
foram mantidas em estufa a 37ºC por uma hora para retirar o meio de inclusão. A 
seguir as secções de aorta foram incubadas com tampão Krebs-HEPES, em 
idênticas condições por 30 min a 37ºC. Foram então secadas e incubadas com 
solução tampão de Krebs-HEPES contendo DHE (2 μM) em câmara úmida e 
protegida da luz, à temperatura de 37ºC por 30 min.  Após este período as lâminas 
foram montadas com meio de montagem (Erv-Mount, EasyPath) e lamínula. As 
imagens das secções de aorta foram detectadas com microscópio de 
fluorescência invertido (Leica DM 2500) usando filtro 568 nm, no aumento de 100× 
e fotografadas com a câmera acoplada ao microscópio (Leica DFC 310 FX). Para 
quantificação, 5 segmentos da aorta por animal foram utilizados para obter a 
média amostral. A densidade de fluorescência média foi calculada usando o 
software ImageJ.  
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4. ANÁLISE ESTATÍSTICA  
Os valores são expressos como a média ± erro padrão da média (EPM). As 
respostas contráteis à fenilefrina foram normalizadas pela contração máxima 
induzida por KCl (75 mM) e expressa em porcentagem desta. As respostas 
vasodilatadoras à ACh e NPS foram expressas como porcentagem de 
relaxamento em relação à pré-contração à fenilefrina. Alguns resultados foram 
expressos com as diferenças na área abaixo da curva (dAAC) para comparar a 
magnitude do efeito promovido pelas incubações com os inibidores das vias 
estudadas. As diferenças foram analisadas por teste t, ANOVA de uma ou duas 
vias seguidas por teste de Bonferroni, quando necessário. p<0,05 foi considerado 
significativo.  
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5. RESULTADOS 
 
5.1. Relaxamento dependente e independente do endotélio. 
A vasodilatação em resposta a ACh foi reduzida no grupo mercúrio (Figura 
6A). Todavia, o relaxamento independente do endotélio, avaliado pela curva 
concentração-resposta ao NPS, um doador de óxido nítrico, foi semelhante em 
ambos os grupos (Figura 6B). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Efeitos da exposição crônica ao mercúrio no relaxamento vascular dependente e 
independente do endotélio de aorta. A) Curva concentração-resposta a acetilcolina (ACh) e (B) 
nitroprussiato de sódio (NPS) em segmentos de aorta nos grupo HgCl2 (Hg) e controle (CT) pré-
contraídos com fenilefrina. Os resultados são expressos como média ± EPM. *P<0,05 em relação 
ao grupo CT por ANOVA duas vias seguido pelo pós-teste de Bonferroni para comparações 
múltiplas. O número de animais utilizados é indicado entre parênteses.  
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5.2. Mecanismos envolvidos na vasodilatação dependente do endotélio  
 
A produção de óxido nítrico (NO) foi avaliada indiretamente pela redução do 
relaxamento à ACh, na presença de um inibidor não seletivo da enzima óxido 
nítrico sintase, o L-NAME (100 μM). Esse inibidor aboliu o relaxamento em ambos 
os grupos, controle e HgCl2 (Figura 7A e 7B). Todavia, ao avaliar a diferença 
percentual da área abaixo da curva (% dAAC) , é demonstrado que a redução da 
reatividade à ACh foi menor grupo HgCl2 (Figura 7C). 
Para estudar a participação dos KCa, utilizamos o bloqueador não seletivo 
TEA. A presença do TEA mostra redução do relaxamento no grupo CT (Figura 
7G), porém não modificou a resposta vasodilatadora no grupo HgCl2 (Figura 7H). 
E para avaliar participação da Na+K+-ATPase, utilizamos a Ouabaína, um inibidor 
que reduziu o relaxamento em ambos os grupos (Figura 7D e 7E). Entretanto, ao 
avaliar a diferença percentual da área abaixo da curva (% dAAC), observamos 
uma redução de maior magnitude no grupo HgCl2 (Figura 7F). 
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Figura 7. Efeitos da exposição crônica ao mercúrio sobre os fatores derivados do endotélio 
na vasodilatação induzida pela acetilcolina. Curvas concentração-resposta a acetilcolina (ACh) 
foram analisadas após a pré-incubação dos segmentos de aorta do grupo controle (CT) e grupo 
HgCl2 (Hg) com L-NAME (A e B), Ouabaína (OUA) (D e E) e TEA (G e H). A magnitude dos efeitos 
foi mensurada por meio das diferenças da área sob a curva (dAAC%) com e sem pré-incubação 
com L-NAME e Ouabaína. Os resultados são expressos como média ± EPM. * P <0,05 versus 
respectivo grupo sem intervenção, por ANOVA duas vias seguido pelo teste pós-teste de 
Bonferroni para comparações múltiplas. Teste t de Student não pareado para comparação da 
dAAC% (C e F)). O número de animais está indicado entre parênteses. 
 
E ao analisar os subtipos de canais, utilizando iberiotoxina, apamina para 
inibir os  BKCa e SKCa, respectivamente, mostramos redução da resposta também 
somente no grupo CT (Figura 8A e C), sem efeitos no HgCl2 (Figura 8B e D). Ao 
utilizar a 4-aminopiridina, para os canais de Kv, mostramos que em ambos os 
grupos o bloqueio seletivo do Kv promoveu igual efeito inibidor sobre a 
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vasodilatação à ACh (Figura 8E e 8F), como também é mostrado quando 
avaliamos a diferença percentual da área abaixo da curva (% dAAC) (Figura 8G). 
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Figura 8. Efeitos da exposição crônica ao mercúrio sobre o papel dos subtipos de canais de 
potássio na vasodilatação à acetilcolina. Curvas concentração-resposta à acetilcolina (ACh), 
foram construídas com ou sem pré-incubação com iberiotoxina (IbTX) (A e B), apamina (AP) (C,D), 
e 4-aminopiridina (E ,F) em segmentos de aorta de grupo controle (CT) e HgCl2  (Hg). A magnitude 
dos efeitos foi mensurada por meio das diferenças da área sob a curva (dAAC%) com e sem pré-
incubação com 4-aminopiridina (4-AP). Os resultados são expressos em média ± EPM. * P <0,05 
versus respectivo grupo sem intervenção, por ANOVA duas vias seguido pelo teste pós-teste de 
Bonferroni para comparações múltiplas. Teste t de Student não pareado para comparação da 
dAAC% (G). O número de animais está indicado entre parênteses. 
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A participação das EROs, como o ânion superóxido, foi verificada com o 
uso do tiron (1mM). Na presença do tiron não houve alteração na resposta 
vasodilatadora à ACh no grupo controle (Figura 9A), mas melhorou a resposta no 
grupo exposto ao HgCl2 (Figura 9B). 
Também investigamos a participação da ECA na resposta à ACh utilizando 
o enalapril, um inibidor dessa enzima. A presença do enalapril melhorou a 
resposta no grupo HgCl2 (Figura 9D) sem alterar a resposta no grupo controle 
(Figura 9C). O mesmo comportamento foi notado no protocolo que teve como 
objetivo avaliar a participação da ciclooxigenase, em que utilizamos a 
indometacina. No grupo controle, a presença da indometacina não alterou a 
resposta vasodilatadora à ACh (Figura 9E), mas melhorou o relaxamento no grupo 
HgCl2 (Figura 9F). 
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Figura 9. Papel do estresse oxidativo, sistema renina-angiotensina local e COX na 
vasodilatação após a intoxicação por mercúrio. Curvas concentração-resposta a acetilcolina 
(ACh) foram analisados após a pré-incubação dos segmentos de aorta nos grupos HgCl2 (Hg) e 
controle (CT) com tiron (TIR) (A e B), enalapril  (ENA) (C e D) e Indometacina (INDO) (Ee F). Os 
resultados são expressos como média ± EPM. *P <0,05 respectivo grupo versus sem intervenção, 
por ANOVA duas vias seguido pelo pós-teste de Bonferroni para comparações múltiplas. O número 
de animais utilizados é indicado entre parênteses.  
 
 
5.3. Níveis de óxido nítrico e de ânion superóxido 
 
Para confirmar essa menor biodisponibilidade de NO nos protocolos de 
reatividade vascular após exposição ao mercúrio nas doses utilizadas no presente 
estudo, utilizamos uma técnica de detecção ―in situ‖ de NO, utilizando o 4,5-
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diaminofluoresceina (DAF). Como mostrado na figura (10) o grupo HgCl2 
apresentou redução da fluorescência em relação ao CT. 
CT Hg
CT Hg
0
50
100
150
*
In
te
n
s
id
a
d
e
 d
e
 F
lu
o
re
s
c
ê
n
c
ia
 
Figura 10. Efeito da exposição crônica ao mercúrio na produção e/ou biodisponibilidade de 
NO nos segmentos da aorta. Microfotografias de fluorescência representando (ampliação original 
x 400) secções de aorta marcadas com o corante fluorescente (NO sensível) 4,5 diaminuflureceim 
(DAF-2) a partir do grupo controle (CT) e o grupo HgCl2 (Hg). Gráfico de barras que mostra a 
análise semi-quantitativa da produção de NO. Os dados são expressos em média ± EPM da 
densidade de fluorescência. * P<0,05 em relação grupo CT pelo teste t de Student. O número de 
animais utilizados é indicado entre parêntese. 
 
 
O protocolo para determinar a produção in situ de O2
•– foi constituído pela 
incubação com DHE. Como observado na figura (11), a detecção de O2
•– está 
aumentada em segmentos de aorta de ratos expostos ao HgCl2 quando 
comparados ao grupo CT. 
49 
 
CT Hg
CT Hg
0
50
100
150
*
In
te
n
s
id
a
d
e
 F
lu
o
re
s
c
ê
n
c
ia
 
 
Figura 11. Efeito da exposição crônica ao mercúrio na produção de ânion superóxido. 
Microfotografias de fluorescência de secções (ampliação original × 400) da aorta marcadas com 
(DHE) e análise quantitativa de produção e/ou biodisponibilidade O2
•−
. Os resultados são 
expressos como média ± EPM. *P <0,05 pelo teste t de Student quando comparados grupos CT e 
Hg. As médias da intensidade de fluorescência representadas no gráfico de barras. 
 
5.4. Papel do NO sobre o relaxamento dependente da ativação de canais para 
potássio 
 
Analisamos o papel do NO, sobre o qual a sugestão era de que estaria 
reduzido devido ao aumento de EROs, e sua consequente contribuição na 
ativação dos KCa. Para isso, avaliamos os efeitos da incubação com TEA, um 
inibidor desses canais, sobre o relaxamento vascular ao doador de NO, 
nitroprussiato de sódio. Como mostrado na figura 12A, o TEA reduziu o 
relaxamento no grupo controle. Entretanto, o relaxamento independente do 
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endotélio não foi modificado pelo TEA no grupo mercúrio (Figura 12B). Por outro 
lado, a co-incubação de TEA + Tiron permitiu uma melhora no relaxamento (Figura 
12C). 
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Figura 12. Efeito da exposição crônica ao mercúrio sobre o papel dos canais para potássio 
mediada por NO e por EROs na vasodilatação. Curvas concentração-resposta ao nitroprussiato 
de sódio (NPS) foram construídas com ou sem pré-incubação TEA em segmentos de aorta do 
grupo controle (CT) e HgCl2 (Hg). No grupo de Hg, o relaxamento com NPS também foi testada 
após incubação com tiron (TIR) (A e B) ou co-incubação com TEA (C). Os resultados são 
expressos em média ± EPM. *P<0,05 respectivo grupo versus sem intervenção por ANOVA duas 
vias seguido pelo pós-teste de Bonferroni para comparações múltiplas. O número de animais está 
indicado entre parênteses. 
 
5.5. Papel do NO sobre o relaxamento dependente da ativação da Na+K+-ATPase 
 
Também avaliamos os possíveis efeitos da exposição ao HgCl2 sobre a 
participação da NKA no relaxamento induzido pelo doador de NO. Para isso, 
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utilizamos um inibidor da Na+K+-ATPase, a ouabaína, a qual promoveu uma 
redução da resposta em ambos os grupos (Figura 13 A e B). Entretanto, esse 
efeito ocorreu com maior magnitude no grupo HgCl2, conforme demonstrado por 
meio da diferença da área abaixo da curva (%dAAC) (Figura 13C). 
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Figura 13. Efeito da exposição crônica ao mercúrio sobre o papel da ativação mediada por 
NO da Na
+
K
+
-ATPase na vasodilatação. Curvas concentração-resposta ao nitroprussiato de 
sódio (NPS) foram construídas com ou sem pré-incubação com ouabaína (A, B). A magnitude dos 
efeitos foi mensurada por meio das diferenças da área abaixo da curva (dAAC%) com e sem pré-
incubação com Ouabaína (OUA). Os resultados são expressos em média ± EPM. *P<0,05 
respectivo grupo versus sem intervenção por ANOVA duas vias seguido pelo pós-teste de 
Bonferroni para comparações múltiplas (A-B); teste t de Student não pareado para comparação da 
dAAC% (C) . O número de animais está indicado entre parênteses. 
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5.6. Expressão proteica da subunidade α1 da Na
+K+-ATPase 
 
Após os resultados funcionais, que indicaram uma redução da participação 
da NKA na resposta vasodilatadora à ACh, e aumento de sua participação na 
resposta ao NPS sugerindo aumento da sua atividade e/ou expressão, analisamos 
o conteúdo proteico da subunidade α1 NKA nos segmentos da artéria torácica dos 
animais de ambos os grupos por meio da técnica de Western Blotting. Como 
observado na figura (14), a expressão proteica está aumentada no grupo HgCl2 
quando comparado com o grupo CT. 
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Figura 14. Efeito da exposição crônica ao mercúrio sobre a expressão proteica da Na
+
K
+
-
ATPase na vasodilatação. O teor de proteína da isoforma α1 de Na
+
K
+
-ATPase foi avaliada por 
transferência Western e medido como densidades ópticas integradas das bandas . Anti-α-actina foi 
utilizado como um controle de carga interna. Os resultados são expressos em média ± EPM. 
*P<0,05 pelo teste t de Student não pareado para comparação entre os grupos. 
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6. DISCUSSÃO 
 
No presente estudo, descrevemos que a exposição crônica ao mercúrio em 
uma dose considerada tóxica é capaz de prejudicar a vasodilatação mediada pelo 
endotélio em anéis da aorta de ratos. Esta alteração vascular parece envolver a 
ativação do sistema renina-angiotensina local, a via do ácido araquidônico-
ciclooxigenase e aumento do estresse oxidativo vascular.  A consequente redução 
na biodisponibilidade NO resultou não apenas em uma reduzida participação dos 
canais para potássio ativados por cálcio (BKCa, SKCa), mas também na redução da 
participação da Na+K+-ATPase. No entanto, quando avaliamos o papel da Na+K+-
ATPase no relaxamento utilizando um doador de NO,  foi possível observar um 
aumento da participação da NKA. De fato, a análise da expressão proteica 
evidenciou um aumento no conteúdo da subunidade α1 da Na
+K+-ATPase. 
Tomado em conjunto, isso pode sugerir um mecanismo compensatório do MLV 
devido a redução na biodisponibilidade de NO. 
A diminuição da produção e da biodisponibilidade de substâncias 
vasodilatadoras, especialmente o NO, é realmente um fator que causa disfunção 
endotelial e está presente em várias condições patológicas (Maturana et al., 
2007). O prejuízo nas ações do NO talvez seja considerado o evento mais 
importante no desenvolvimento de doenças cardiovasculares decorrentes da 
exposição ao mercúrio (Omanwar et al., 2011; Omanwar et al., 2014). A este 
respeito, os nossos resultados reforçam sugestões anteriores de que a disfunção 
endotelial está presente nessa condição, o que poderia contribuir para o aumento 
do risco de hipertensão, infarto do miocárdio, aterosclerose e doença coronária em 
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pessoas expostas ao mercúrio (Salonen et al., 1995; Houston et al., 2007; 
Houston et al., 2011). Estudos em animais com exposição ao HgCl2 relatam, 
também, disfunção endotelial caracterizada por aumento da vasoconstrição 
mediada pela fenilefrina (Wiggers et al., 2008a; Peçanha et al., 2010; Lemos et al., 
2012). Nesse contexto, o presente trabalho buscou investigar o impacto de uma 
dose mais elevada no relaxamento dependente e independente do endotélio e os 
possíveis mecanismos envolvidos, investigando a disfunção endotelial sob a 
óptica da vasodilatação prejudicada e não da modulação sobre a vasoconstrição, 
como anteriormente descrito.  
Corroborando alguns poucos estudos que testaram o papel vasorelaxante 
do endotélio (Wiggers et al., 2008a; Peçanha et al., 2010; Furieri et al., 2011b), 
verificamos que a exposição ao HgCl2 promoveu uma redução da resposta 
vasodilatadora dependente do endotélio em segmentos de aorta. Sabendo que 
essa resposta envolve principalmente o óxido nítrico, decidimos investigar o papel 
do NO no relaxamento mediado pela ACh, assim como os possíveis fatores que 
podem interferir com a sua produção e/ou ação. Quando avaliamos a ação do L-
NAME, é possível notar bloqueio do relaxamento em ambos os grupos, mas com 
um efeito maior no grupo HgCl2. Tal fato, fora também sugerido pelo menor efeito 
do L-NAME em aumentar a vasoconstrição mediada por fenilefrina, tanto em 
vasos de resistência quanto de condutância de animais expostos ao mercúrio 
(Wiggers et al., 2008b; Peçanha et al., 2010). O NO reduzido pode ser um 
resultado da produção prejudicada e/ou aumento de sua degradação. A este 
respeito, foi demonstrado que o metilmercúrio inibe a produção de NO e atividade 
da NOS em cultura de células endoteliais umbilicais humanas cultivadas 
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(Kishimoto et al., 1995). No entanto, Wiggers et al (2008a) mostrou aumento da 
expressão eNOS em artérias de resistência de ratos expostos com doses mais 
baixas de mercúrio, enquanto o trabalho de Peçanha (2009) também com baixas 
doses, não encontrou alteração na expressão da eNOS em aorta de ratos 
submetidos as mesmas doses baixas. Furieri et al (2011b) também mostrou 
redução da produção de NO sem encontrar alteração na expressão da eNOS em 
artéria coronária de ratos após exposição ao mercúrio. Ao mensurar a detecção ―in 
situ” desse vasodilatador derivado do endotélio, mostramos uma menor 
quantidade no grupo HgCl2 quando comparados com o CT, o que reforça os 
nossos dados funcionais de menor biodisponibilidade de NO, embora não 
possamos afirmar ser um resultado de menor produção ou maior degradação.  
Como a diminuição da biodisponibilidade de NO em condições patológicas 
podem também resultar da sua degradação metabólica por EROs (Sharma, et al., 
2009), investigamos se o aumento do estresse oxidativo está relacionado com o 
prejuízo que encontramos na vasodilatação dependente do endotélio. Os nossos 
resultados indicam que a incubação com o Tiron, um ―varredor‖ de O2
•-, melhora o 
relaxamento à ACh dos segmentos arteriais do grupo HgCl2 sem alterar esta 
resposta no grupo CT. De fato, o estresse oxidativo parece mesmo estar presente 
na intoxicação por mercúrio. Foi demonstrado que a incubação com superóxido 
dismutase ou tiron, bem como o tratamento agudo ou crônico com apocinina, um 
inibidor de uma importante fonte vascular de ânion superóxido, a NADPH-oxidase, 
são capazes de impedir o aumento da resposta vasoconstritora em diferentes 
artérias de ratos expostos ao HgCl2 (Wiggers et al., 2008a; Furieri et al., 2011b; 
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Rizzetti et al., 2013; Azevedo et al., 2016). Além disso, a exposição ocupacional 
de trabalhadores de mineração por mercúrio elementar aumenta a formação de 
radicais livres em análises no sangue mesmo após vários anos que a exposição 
foi cessada (Kobal et al., 2004). Finalmente, foi demonstrado que o mercúrio 
também leva à diminuição de defesas antioxidantes (Brandão et al., 2008), como 
exemplo, glutationa peroxidase (Raymond & Ralston, 2004), superóxido dismutase 
e catalase (Rungby & Ernst, 1992). 
De acordo com os dados apresentados, o mercúrio não só reduziu a ação 
do NO endotelial, mas também aumentou a geração de produtos vasoconstritores, 
tais como a angiotensina II e prostanóides locais derivados da COX que parecem 
contribuir para a vasodilatação prejudicada no nosso modelo de intoxicação 
crônica ao mercúrio. 
Isso pode ser sugerido porque a incubação ―in vitro” com enalapril foi capaz 
de restaurar a vasodilatação dos segmentos de aorta do grupo de mercúrio. Estes 
dados reforçam estudos anteriores que mostram que a incubação com os 
inibidores da ECA ou antagonistas de receptores AT1 reduzem também a 
hiperatividade vasoconstritora de ratos expostos ao mercúrio (Wiggers et al., 
2008b; Peçanha et al., 2010; Azevedo et al., 2016). É bem sabido que a 
angiotensina II local desempenha um importante papel no tônus do músculo liso 
vascular, não só pela via vasoconstritora direta, mas também por meio da 
produção de EROs devido ao aumento da atividade e/ou expressão de NADPH-
oxidase (Nguyen Dinh et al., 2013). Nesse sentido, foi demonstrado que em 
células do músculo liso vascular o mercúrio interfere nas vias de sinalização da 
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MAPK, resultando não só na ativação da NADPH-oxidase, mas também da COX-
2. 
Quanto aos fatores derivados da COX, em nossos experimentos a 
indometacina não foi capaz de modificar a vasodilatação no grupo CT, enquanto 
na aorta do grupo mercúrio melhorou o relaxamento, indicando que o mercúrio 
pode estimular a liberação de prostanóides vasoconstritores. Em acordo, foi 
anteriormente demonstrado que mesmo doses menores de mercúrio já conduziam 
a um aumento da expressão da COX e de sua participação nas respostas 
vasoconstritoras de aorta de ratos (da Cunha et al., 2000; Peçanha et al., 2010). 
Além disso, foi recentemente demonstrada uma relação relevante entre COX e o 
estresse oxidativo em relação à disfunção vascular: enquanto as EROs são 
capazes de aumentar a expressão de COX-2, os produtos derivados da COX-2 
podem ativar a NADPH-oxidase, aumentando a produção de EROs (Korbecki et 
al., 2013; Martínez-Revelles et al., 2012; Hernanz et al., 2014). Com isso, 
poderíamos sugerir que a ativação do sistema renina-angiotensina local pelo 
mercúrio poderia aumentar a formação de EROs e prostanóides, e diminuir a 
biodisponibilidade do NO, o que consequentemente, prejudicaria a vasodilatação 
mediada por ACh. 
Entretanto, embora seja bem sabido que entre os fatores vasodilatadores 
derivados do endotélio o NO desempenhe papel relevante, a importância de cada 
fator bem como sua interação podem variar de acordo com o vaso e o contexto 
fisiopatológico. Os canais para potássio, por exemplo, participam na regulação do 
tônus do músculo liso vascular e do fluxo sanguíneo, e várias substâncias 
derivadas do endotélio podem modular a atividade desses canais (Haddy et al., 
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2006). Nesse sentido, a exposição ao mercúrio pode causar um desequilíbrio 
entre a produção de NO e o estresse oxidativo causando disfunção endotelial, que 
pode ser compensado por relaxamento mediado por EDHF, principalmente 
representado pela ativação de canais para potássio em vasos de condutância 
como a aorta (Omanwar et al.,2015). Ao estudarmos a participação dos KCa, 
utilizando a incubação com TEA, percebemos que essa inibição reduziu o 
relaxamento mediado por acetilcolina no grupo CT, sem alterar no grupo HgCl2, o 
que sugere uma menor participação dos KCa nessa resposta endotélio-mediada. 
Sabe-se que muitos subtipos de canais para K+ já foram identificados em células 
endoteliais e músculo liso, e que o seu envolvimento com doenças 
cardiovasculares depende do tecido vascular ou espécies estudadas (Félétou & 
Vanhoutte, 2009; Ko et al., 2008). Nos segmentos de aorta de ratos controle, 
houve redução na resposta após incubação com apamina, que inibe os SKCa e 
com iberiotoxina, que inibem os BKCa, mas não houve nenhum efeito no grupo de 
mercúrio. Em conjunto, estes dados indicam que os subtipos de canais cuja 
participação na vasodilatação endotélio-dependente foi reduzida após a exposição 
ao mercúrio foram os BKCa e SKCa. Em contrapartida, houve uma redução 
semelhante na resposta vasodilatadora em ambos os grupos após a incubação 
com 4-aminopiridina, fármaco que inibe os Kv, indicando que o seu papel 
aparentemente está inalterado. Wiggers et al (2008b), utilizou doses mais baixas 
do que em nosso estudo e também mostrou uma redução da participação dos 
canais para potássio no aumento da resposta vasoconstritora em artéria 
mesentérica de resistência, embora não tenha estudado o subtipo envolvido 
naquele contexto. Embora a incubação aguda com diferentes concentrações de 
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mercúrio pode estimular ou suprimir as correntes de efluxo de potássio sensíveis 
ao TEA ou glibenclamida em linfócitos B humanos (Gallagher et al., 1995) e 
células tubulares proximais do rim de rã (Nesovic-Ostojic et al., 2008), uma 
relação direta entre o mercúrio e a cinética desses canais na vasculatura ainda 
não fora adequadamente investigada, o que indica que nosso estudo seria 
pioneiro nesse assunto. 
Todavia, como os fatores endoteliais tais com NO podem ativar diretamente 
canais para potássio, especialmente os BKCa (Bolotina et al., 1994), e ainda as 
EROs podem modular negativamente a atividade destes canais (Tang et al., 
2004), havia a possibilidade da menor participação desses canais ser 
consequência indireta de tais fatores e não um efeito direto do mercúrio. Dessa 
forma, procuramos avaliar se a redução da função dos KCa no grupo de HgCl2 foi 
dada pela redução da biodisponibilidade do NO resultante do estresse oxidativo 
elevado. Para tanto, foi realizada uma avaliação da vasodilatação a uma fonte 
exógena de NO, utilizando a incubação com TEA e a co-incubação TEA + Tiron. 
Nos segmentos de aorta de animais CT a incubação com TEA promoveu a 
redução significativa na vasodilatação mediada por nitroprussiato de sódio, 
diferente do grupo mercúrio, que não alterou sua resposta. Mas ao avaliar uma co-
incubação TEA + Tiron no grupo mercúrio, com uma quantidade conhecida de NO 
(doador de NO) e sem a influência de EROs devido a presença do Tiron, 
percebemos uma redução do relaxamento promovido pelo TEA, sugerindo uma 
possível integridade funcional dos KCa. Ademais, poderíamos especular também 
que a redução da função desses canais para potássio na vasodilatação endotélio-
mediada se deva a uma redução da biodisponibilidade de NO. Ou seja, embora a 
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função dos KCa esteja mantida, estes estão sendo menos ativados simplesmente 
porque o NO está reduzido. 
Além da hiperpolarização do músculo liso vascular por meio da ativação 
dos canais para potássio, também a Na+K+-ATPase, por ser responsável pela 
manutenção do potencial de membrana celular, pode contribuir para a regulação 
do tônus vascular em condições fisiológicas e fisiopatológicas (Marin e Redondo, 
1999). Nesse ínterim, para o nosso melhor conhecimento, este é o primeiro estudo 
que testa os efeitos do mercúrio sobre a o papel funcional da Na+K+-ATPase no 
controle do tônus vascular. Nossos ensaios com ouabaína sobre a vasodilatação 
mediada pela acetilcolina indicam que a porção da NKA sensível à ouabaína tem 
papel reduzido em anéis de aorta de ratos expostos ao mercúrio. Ao utilizar os 
compostos orgânicos e inorgânicos de mercúrio foi demonstrada inibição da 
Na+K+-ATPase em várias espécies animais e tipos de células tais como tecido 
renal de rato (Kramer et al., 1986), guelras de peixes (Poopal et al., 2013), cérebro 
de rato (Chanez et al., 1989; Huang et al.,2008) e miocárdio de rato (Halbach et 
al., 1989; Furieri et al., 2011a). Na verdade, Nechay & Saunders já haviam 
proposto, em 1978, que o mercúrio seria capaz de inibir a Na+K+-ATPase em 
homogeinizado de rim humano, e em 1983, Yoshida havia relatado que eritrócitos 
provenientes de trabalhadores expostos com concentrações sanguíneas de 
mercúrio entre 29 e 111 ng/ml tiveram de fato uma redução da atividade 
bioquímica desta enzima. E Kade (2012) relata como pode ser fundamental 
verificar a interação do mercúrio com a Na+K+-ATPase na avaliação médica e na 
intervenção da toxicidade do mercúrio no sistema nervoso central, visto que a 
Na+K+-ATPase de eritrócitos possa ser marcador da toxicidade do mercúrio. 
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A NKA é uma enzima sulfidrila que contém tiol no sitio de ligação do K+, 
Na+ e ATP (Omotayo et al.,2011). E o mecanismo consensual é que Hg2+ reage 
com grupos sulfidrila presentes na Na+K+-ATPase (Kade, 2012). No entanto, uma 
vez que o NO é capaz de estimular também a Na+K+-ATPase (Gupta et al., 1994), 
nós decidimos analisar se a redução da biodisponibilidade de NO estaria 
mediando essa menor função da NKA no relaxamento induzido pela acetilcolina. 
De maneira interessante, quando o relaxamento foi estimulado por um doador de 
NO, a incubação com ouabaína, ao contrário do que esperávamos, indicou uma 
maior participação da NKA no grupo HgCl2. Reforçando nossos dados funcionais, 
a análise por western blotting indicou maiores níveis proteicos da subunidade α1 
da NKA no grupo Hg em relação ao grupo CT. Em conjunto, estes dados permitem 
sugerir que apesar do papel reduzido da NKA no relaxamento com acetilcolina, 
provavelmente devido à diminuída biodisponibilidade do NO após exposição ao 
mercúrio, a sua expressão se encontra aumentada provavelmente como um 
mecanismo de compensação.  
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7. CONCLUSÃO 
 
Nossos resultados mostram que a exposição por 30 dias ao HgCl2 na dose 
utilizada prejudica a vasodilatação endotélio-dependente. Sugerimos que essa 
redução envolve o aumento do estresse oxidativo, ativação local do sistema 
renina-angiotensina, da COX e diminuição da biodisponibilidade de NO. Em 
consequência, a redução do óxido nítrico contribui para a redução da ativação dos 
canais BKCa,SKCa e da NKA no músculo liso vascular, embora a NKA esteja super 
expressa provavelmente como um mecanismo de compensação. Finalmente, 
acreditamos que a adequada compreensão desses mecanismos envolvidos na 
disfunção vasodilatadora deva permitir, no futuro, o desenvolvimento de novas 
abordagens para diagnóstico e para intervenção terapêutica nos casos de 
exposições crônicas ao mercúrio. 
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